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ロム P450 1A2（CYP1A2）であるとされる [4−5]。 
 
 































遺伝子変異型 CYP1A2の中でも、転写領域に変異を持つ CYP1A2*1C [31]や CYP1A2*1F 
[32]などは十分な検討がなされており、CYP1A2により代謝を受ける薬剤の臨床使用で、
常に留意される存在となっている。一方で、エキソン領域に変異を持ち、アミノ酸変異









造と活性の相関関係は明らかになっていない。第 III-3 節では、分子動力学（Molecular 
Dynamics; MD）シミュレーションを用いて、複数の遺伝子変異型 CYP1A2 の立体構造
を予測し、野生型との酵素活性の差異の原因について検討を行った。そのなかで、活性
が著しく低下した 6 種類の変異体タンパク質（CYP1A2.4, CYP1A2.6, CYP1A2.8, 




CYP1A2 の結晶構造（PDBID: 2HI4）は阻害剤である α-ナフトフラボン（ANF）との










ることが困難であるとされる。そこで、第 III-4 節における研究では、MD シミュレー





に、第 III-5 節においては、遺伝子変異型 CYP1A2に対しても 7ERを基質にドッキング
と MD シミュレーションを行った。そこで、遺伝子変異型 CYP1A2 において、野生型
と比較して活性に差異が見られた原因を、基質認識や複合体構造の比較から考察した。
















よる反応機構を Scheme II-1-1 に示す。 
 


















が生じたことを報告している [29]。Lippert と Kelm によって提唱された反応機構を
5 
 
Scheme II-1-2 に示す。 
 
 
Scheme II-1-2. Reaction mechanism of the photoreaction of 4-fluoronitrobenzen proposed by 










































































































ラフ質量分析計（GC–MS）には Hewlett–Packard HP6890/5793 MSD を利用した。赤外分
光（IR）スペクトルには JASCO FT/IR-400を、吸収スペクトルには Hitachi U-2310分光
光度計を用いて測定した。X線結晶構造解析には Mo K 光源 ( = 0.7107 Å)を用いて









Figure II-2-2-4-1. Chemical structures of flutamide and the photoproducts.  
 
2-Methyl-N-[4-hydroxy(3-trifluoromethyl)phenyl]propaneamide (product 1) の合成 
Product 1は過去に報告されている合成方法 [12] を参考に、次の三段階の合成方法に
より合成した。 
 
 4-Nitro-2-(trifluoromethyl)phenol の合成 
4-Nitro-2-(trifluoromethyl)aniline (502 mg, 2.43 mmol) を濃硫酸 2.5mLに混合さ
せ、ここに亜硝酸ナトリウム (190 mg, 0.36 mmol) を濃硫酸 1.3 mLに溶解させ
たものを徐々に滴下した。室温で一時間反応させた後、反応液を氷水に注ぎ込
み、5分間激しく撹拌させた。油浴上で徐々に温度を上げて、約 100 °Cで 1時
間反応させた。室温に戻した後、アンモニア水で中和し酢酸エチルで抽出した。
これを無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、エバポレーターで溶媒を留去させた。
残留物をカラムクロマトグラフィー (SiO2; 3:7 EtOAc/hexane) で精製したとこ
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ろ、オレンジ色の結晶が 46.5 mg得られた。(0.225 mmol, 9 %) 
1H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 8.49 (1H, d, J = 2.6 Hz), 8.34 (1H, dd, J = 2.7, 7.9 Hz), 
7.26 (1H, brs), 7.09 (1H, d, J = 9.0 Hz). 
 
4-Amino-2-(trifluoromethyl)phenol の合成 
4-Nitro-2-(trifluoromethyl)phenol 25 mg (0.12 mmol) と塩化アンモニウム 50 mg 
(0.94 mmol)をメタノール:水＝1:1の混液で溶解させた。そこに、亜鉛末 933 mg 
(14.3 mmol)を加えて約 1 時間撹拌させた。反応液を濾過し、熱湯で洗浄した。
残留物を酢酸エチルで抽出し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させた。これをエバ
ポレーターで溶媒を留去させたところ、精製処理を行うことなく、薄いオレン
ジ色の結晶が 18.2 mg 得られた。(0.10 mmol, 85%) 
 
2-Methyl-N-[4-hydroxy(3-trifluoromethyl)phenyl]propaneamide の合成 
4-Amino-2-(trifluoromethyl)phenol 5.7 mg (32.2 μmol)をピリジンに溶解させ、こ
こにイソ酪酸塩化物 (177 μmol, 27.5 μL ) を滴下して室温で 19時間反応させた。
反応液を酢酸エチルで抽出し、硫酸銅水溶液でピリジンを除去した。濃縮後、
残留物 9.9 mgをカラムクロマトグラフィー (SiO2; 4:6 EtOAc/hexane) で精製し
たところほぼ純粋な目的の生成物が、白い結晶として得られた。 
1
H-NMR (400MHz, CD3OD) δ: 7.72 (1H, d, J = 2.7 Hz), 7.54 (1H, dd, J = 2.7, 8.8 
Hz), 6.88 (1H, d, J = 8.8 Hz), 2.59 (1H, sep, J = 6.8 Hz), 1.09 (6 H, d, J = 6.8 Hz). MS 







2-Methyl-N-[3-(trifluoromethyl)phenyl]propaneamide (product 3) の合成 
3-Aminobenzotrifluoride (0.06 mL, 0.5 mmol) をピリジン溶媒に溶かし、2-methylpropane 
chloride (0.08 mL, 0.75 mmol) を滴下して撹拌させた。1時間後、2-methylpropane chloride 
(0.08 mL, 0.75 mmol) を追加で滴下し、さらに 1時間撹拌させた。反応後、ピリジン溶
媒は硫酸銅水溶液で取り除いて、分液処理を行い、有機相を酢酸エチルで抽出した。有
機相は硫酸ナトリウムを用いて乾燥させ、エバポレーターにより濃縮させた。カラムク
ロマトグラフィー (SiO2; 2:8 EtOAc/hexane) により生成したのち、最終生成物を無色透
明な結晶 (85 mg, 73%) として得た。 
1
H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 7.85 (1H, s), 7.72 (1H, d, J = 7.8 Hz), 7.65 (1H, brs), 7.35 (2H, 
m). 
13
C-NMR (100 MHz, CD3Cl) δ: 176.60, 138.56, 130.97 (q, J = 32 Hz), 129.15, 123.7 (q, J = 
271 Hz), 123.21, 120.50 (q, J = 4 Hz), 116.88 (q, J = 4 Hz), 36.18, 19.23. IR (KBr) cm–1: 3252, 
1664, 1448, 1337. MS (EI) m/z 231 (M+), 212 (M+−F), 188 (M+−CH(CH3)2), 161 






N-[4-amino-3-(trifluoromethyl)phenyl]2-methylpropaneamide (product 4) の合成 
フルタミド (0.996 g, 0.36 mmol) と塩化アンモニウム (1.079 g, 20.2 mmol) を 46 mL
のメタノールに溶解させ、粉末銅 (3.56 g, 54.6 mmol) を加え室温で 1時間撹拌した。撹
拌後、濾過して温水で洗い、酢酸エチルで抽出した。抽出した有機相を無水硫酸ナトリ
ウムで乾燥させエバポレーターで濃縮した。その後、精製処理をすることなく目的とす
る生成物を茶色の結晶 (0.896 g, 100%)として得た。 
1
H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 7.71 (1H, brs), 7.53 (1H, d, J = 2.3 Hz), 7.41 (1H, dd, J = 2.3, 
8.6 Hz), 6.65 (1H, d, J = 8.6 Hz), 2.49 (1H, sep, J = 6.9 Hz), 1.20 (6H, d, J = 6.9 Hz). 13C-NMR 
(100 MHz, CD3Cl) δ: 175.88, 141.22, 128.25, 126.12, 124.40 (q, J = 271 Hz), 118.18 (q, J = 5 
Hz), 117.48, 113.51 (q, J = 30 Hz), 36.01, 19.36. IR (KBr) cm–1: 3403, 3273, 1633, 1509, 1102. 







1-Methylethyl-2-amino-4-(2-methylpropanamido)benzoate (product5) の合成 
Product 5 に相当する標品は次の三段階の合成方法により合成した。 
 
 4-(2-Methylpropanamido)-2-nitrobenzoic acid の合成 
ピリジン溶媒中で、 5-amino-2-nitrobenzoic acid (1.01 g, 5.55 mmol) に






1-Methylethyl 2-nitro-4-(2-methylpropanamido)benzoate の合成  
15 mLのジメチルホルムアミドに、4-(2-methylpropanamido)-2-nitrobenzoic acid 
(1.73 g) の未精製物、1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride 
(2.63 g, 13.7 mmol)、 N,N′-dimethyl-4-aminopyridine (1.67 g, 13.7 mmol) を溶解さ
せ、2-プロパノール(1.6 mL, 21 mmol) を徐々に滴下した。反応液を 24時間撹
拌した後、酢酸エチルで抽出した。抽出物は無水硫酸ナトリウムを用いて乾燥
させ、真空条件下エバポレーターで濃縮させた。カラムクロマトグラフィー 
(SiO2; 4:6 EtOAc/hexane) で精製し、目的とする生成物を茶色の固体 (739 mg, 
45%) として得た。 
1
H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 8.30 (1H, brs), 7.94 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.83 (1H, dd, 
J = 2.0, 8.8 Hz), 7.79 (1H, d, J = 2.0 Hz), 5.22 (1H, sep, J = 6.4 Hz), 2.53 (1H, sep, J 
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= 6.8 Hz), 1.31 (6H, d, J = 6.4 Hz), 1.19 (6H, d, J = 6.8 Hz). 13C-NMR (100 MHz, 
CD3Cl) δ: 176.18, 165.87, 143.23, 141.40, 130.53, 125.62, 120.28, 118.76, 70.70, 







1-Methylethyl 2-amino-4-(2-methylpropanamido)benzoate の合成  
1-Methylethyl-2-nitro-4-(2-methylpropanamido)benzoate (739 mg, 2.5 mmol) と塩
化アンモニウム (1.038 g, 19.0 mmol) をメタノールに溶解させて粉末銅 (1.65 g, 
25 mmol) を加え、室温で 19 時間撹拌させた。反応液を酢酸エチルで抽出し、
無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後エバポレーターで濃縮させた。カラムクロ
マトグラフィー (SiO2; 4:6 EtOAc/hexane) により精製し、目的とするアミンを
茶色の固体 (428.5 mg, 65%) として得た。  
1
H-NMR (400 MHz, CD3Cl) δ: 7.79 (1H, d, J = 2.6 Hz), 7.58 (1H, dd, J = 2.6, 8.6 Hz), 
6.97 (1H, brs), 6.65 (1H, d, J = 8.8 Hz), 5.66 (1H, brs) ,5.22 (1H, sep, J = 6.2 Hz), 
2.48 (1H, sep, J = 6.9 Hz), 1.37 (6H, d, J = 6.2 Hz), 1.20 (6H, d, J = 6.9 Hz). 
13
C-NMR (100 MHz, CD3Cl) δ: 175.27, 167.12, 147.36, 127.94, 127.07, 122.81, 
116.98, 110.92, 67.72, 36.09, 21.81, 19.50. IR (KBr) cm
–1
: 3363, 3290, 1656, 1574, 





N-[4-hydroxy 3-nitro-5-(trifluoromethyl)phenyl]2-methylpropaneamide  (product 2) の単離 
フルタミドのアセトニトリル溶液 (1.8 × 103 M, 200 mL) を凍結溶解法による処理を
せずに、高圧水銀灯 (UVL-100HA-100P; Riko) を光源として光反応器にて照射実験を行
った。照射後の反応液から、光生成物を酢酸エチルにより抽出し、カラムクロマトグラ
フィー (SiO2; 2:8 EtOAc/hexane) を用いて精製したところ、目的の生成物である product 
2が濃い黄色の固体として得られた (42 mg, 41 %)。 
1
H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 10.96 (1H, s), 8.60 (1H, d, J = 2.8 Hz), 8.10 (1H, d, J = 2.8 
Hz), 7.82 (1H, s), 2.58 (1 H, sep, J = 6.8 Hz) 1.27 (6 H, d, J = 6.8 Hz). 13C-NMR (100 MHz, 
CD3OD) δ: 178.64, 149.52, 135.50, 132.06, 127.18 (q, J = 5 Hz), 123.66 (q, J = 271 Hz), 
121.60 (q, J = 31 Hz), 119.76, 36.98, 19.67. IR (KBr) cm–1: 3301, 1671, 1538, 1146. HRMS 
(FAB
+
) m/z [M+H]+ found: 293.0746, calc: 293.0744. MS (EI) m/z 292 (M+), 273 (M+−F), 222 
(MH










Table II-2-1. Crystal and experimental data of product 2. 
Chemical formula: C11H11F3N2O4  
Formula weight = 292.22 
T = 296 K  
Crystal system: monoclinic 
Space group: P21/c  Z = 4 
a = 4.9578(4)Å  
b = 12.2784(12)Å  
c = 21.4038(19)Å  




Dx = 1.492 g/cm
3
  
Radiation: Mo K ( = 0.7107 Å)  
F(0 0 0) = 600.00 
No. of reflections collected = 12350 
No. of independent reflections = 2981 
 range for data collection: 3.31 to 27.48 ˚  
Data/Restraints/Parameters = 2981/0/191 
Goodness-of-fit on F2 = 1.105  
R indices [I > 2 (I)]: R1 = 0.0604, wR2 = 0.1761  
R indices (all data): R1 = 0.0743, wR2 = 0.1866 
(/)max = 0.000 
()max = 0.321 eÅ
-3
  
()min = -0.214 eÅ
-3
 
Measurement: Rigaku RAXIS-RAPID.  
Program system: Yadokari-XG 
Structure determination: SHELXL-97  
Refinement: full-matrix least-squares on F2 













Figure II-2-3 に示す。 
溶存酸素存在下のアセトニトリル溶液において、光反応生成物は product 1 および
product 2であることがわかった。このうち、主生成物となるのは product 2である。こ
の結果から、溶存酸素が存在する条件下ではニトロ-ニトリト転位反応が優先的に進行
すると予想された。それに対し、溶存酸素が存在しない場合のアセトニトリル溶液では、
光反応生成物として product 1、product 3、product 4が確認され、product 2 の生成は確認
することができなかった。このことから product 2 は反応溶液が酸素を含んでいる条件

















キシル基に重水素が導入された product 1 が生じるはずである。しかし、この照射実験












2-プロパノール溶液中のフルタミドの吸収スペクトルの経時変化を Figure II-2-4 に示
す。溶存酸素存在下と、溶存酸素非存在下におけるそれぞれの経時変化を Figure II-2-4 








物（product 3）、光還元反応由来の生成物（product 4, 5）が確認された。 
 
 














クトマトグラムを Figure II-2-5 に示す。Figreu II-2-5 (a) に示すように、溶存酸素が存在
する場合には、保持時間 6.24 分の product 4のピークしか見られない。それに対し、溶
存酸素が存在しない場合（Figure II-2-5 (b)）には、保持時間 6.24分の product 4のピー
クに加えて、7.88分に product 5のピークが確認された。この結果は、product 5はフル
タミドから product 4 を経由して生じていることを示している。さらに、この結果から






いる [40]。本研究においても、product 4 の加溶媒分解は酸素が存在する場合に、その
進行が抑制されている。これらの結果から、トリフルオロメチルベンゼン誘導体の加溶
媒分解は励起三重項状態から起きている可能性が考えられた。Chaignon らは

















受け、最終的に product 5を生成する。 
Product 1や product 3からもトリフルオロメチル基の加溶媒分解が起こるのか確かめ
るため、フルタミドや product 4に対する照射実験と同じ条件で、product 1と product 3
に対し照射実験を行った。その結果、照射により何らかの光反応が進行していることが




張は、本研究において product 3 から加溶媒分解が進行しなかった実験結果と一致して
いる。このことから電子供与性置換基の存在が加溶媒分解の進行に影響している可能性
が高いと予想されるが、ヒドロキシル基を持つ product 1 の照射実験において、加溶媒
分解は観察されなかった。Product 1と product 4は良く似た吸収スペクトルを示してい
るため（Figure II-2-3）、同程度の光エネルギーを吸収していると考えられる。そのため、






























いて、さらに 1×10−4 Mの溶液を調製し照射実験を行った。この 1×10−4 Mの 2-プロパ
ノール溶液について、照射実験を行ったところ product 3 とピナコールが生成している
ことが確認された。このことは、1×10−4 Mの 2-プロパノール溶液においては、フルタ
ミドの光脱離反応が主反応となることを示している。ピナコールは、照射後のフルタミ
ドの 1×10−3 Mの 2-プロパノール溶液においてもごくわずかに存在が確認されていたの
が、生成量が GC–MSの検出限界に近く、正確な定性が困難であった。2-プロパノール
溶液を溶媒として用いたことで、水素引き抜き反応が優先的に起こると考えられるが、













Scheme II-2-4. Proposed reaction mechanism for the generation of product 3 and pinacol. 
 





































Figure II-2-1. ORTEP structure of  






Figure II-2-2. Time course of absorption spectra for flutamide in (a) aerated acetonitrile and (b) 
deaerated acetonitrile. The photoreactions were monitored at 5 min intervals. The arrows in each 





Figure II-2-3. Absorption spectra of the photoproducts and flutamide in acetonitrile. The 
maximum absorption wavelengths for products 1, 2, 3, 4, 5 and flutamide were 248, 243, 264, 




Figure II-2-4. Time course of absorption spectra for flutamide in (a) aerated 2-propanol and (b) 
deaerated 2-propanol. The photoreactions were monitored at 5 min intervals. The arrows in each 




Figure II-2-5. Gas chromatogram of product 4 in (a) aerated 2-propanol and (b) deaerated 
2-propanol after being irradiated with UV. The peaks at retention times of 6.24 min and 7.88 

































































Ushio 電気株式会社）を用いた。1H-NMR および 13C-NMR の測定には、JOEL-ECS-400
を利用した。IRスペクトルには JASCO FT/IR-400を用いた。GC–MSにはHewlett–Packard 
HP6890/5793 MSD を利用した。吸収スペクトルには Hitachi U-2310分光光度計を用いて
測定した。X 線結晶構造解析には Mo K 光源  ( = 0.7107 Å)を用いて Rigaku 
RAXIS-RAPID を利用した。 
定性実験に用いた HPLC には Shimadzu LC-6AD を用いて、順相カラム（関東化学, 
Mightysil Si60, 250 mm × 4.6 mm × 5 μm）で分析を行った。検出器には紫外可視分光光度
計（Shimadzu, SPD-10A UV–Vis detector）を用いた。検出波長は 313 nmとし、流速は 1 
mL/min とした。移動相には、ヘキサンと酢酸エチルを 4:1 の比率の溶液を用いた。ラ
セミ化合物の分離にはキラルカラム（Daicel, CHIRAL OJ-H, 250 mm × 4.6 mm × 5 μm）





出発物質である 2-ニトロベンゾフラン 1a と 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a は下
記の合成法により、合成したものを照射実験に用いた。 
 
2-Nitrobenzofuran 1a の合成 
2-ニトロベンゾフランの合成は過去の論文に記載された合成法を参考に合成した 
[52]。ベンゾフラン (10.72 g, 90.86 mmol) を 50 mL の溶液に無水酢酸に溶かし、
ammonium cerium (III) nitrate tetrahydrate (16.91 g, 30.29 mmol) を加え 5日間撹拌させた。
反応終了後、反応液を酢酸エチルで抽出した。有機相を無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、
エバポレーターで溶媒を除去し濃縮させた。カラムクロマトグラフィー (SiO2; 5:95 
EtOAc/hexane) で精製し、水とエタノールから再結晶した後、目的とする 2-ニトロベン
ゾフラン 1aを得た (460 mg, 3%)。副生成物として 4-ニトロベンゾフラン (59 mg, below 
1%) と 6-ニトロベンゾフラン (142 mg, 1%) を得た。  
 
Spectra data of 2-nitrobenzofuran 1a:  
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.78 (1H, ddd, J = 7.9, 1.2, 0.8 Hz), 7.69 (1H, d, J = 0.8 Hz), 
7.64 (1H, ddd, J = 8.5, 1.6, 0.8 Hz), 7.61 (1H, ddd, J = 8.5, 6.5, 1.2 Hz), 7.43 (1H, ddd, J=8.0, 
6.5, 1.6 Hz). MS (EI) m/z 163 (M+, base peak), 147, 133, 117, 105, 89, 63.  
 
Spectra data of 4-nitrobenzofuran: 
1
H-NMR (400 MHz CDCl3) δ: 8.2 (1H, dd, J = 8.2, 0.9 Hz), 7.86 (1H, d, J = 2.3 Hz), 7.84 (1H, 
ddd, J = 8.2, 0.9, 0.9 Hz), 7.52 (1H, dd, J = 2.3, 0.9, 1.2 Hz), 7.43 (1H, dd, J = 8.2, 8.2 Hz). MS 
(EI) m/z 163 (M
+
, base peak), 147, 133, 117, 105, 89, 63.  
 
Spectra data of 6-nitrobenzofuran:  
1
H-NMR (400 MHz CDCl3) δ: 8.43 (1H, dd, J = 2.3, 0.9 Hz), 8.19 (1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz), 
7.89 (1H, d, J = 2.3 Hz), 7.71 (1H, d, J = 8.7 Hz), 6.91 (1H, dd, J = 2.2, 1.0 Hz). MS (EI) m/z 
163 (M
+
, base peak), 147, 33, 117, 105, 89, 63. 
 
3-Methyl-2-nitrobenzofuran 2a の合成 
2 mL の発煙硝酸  (5 mmol) と 4.8 mL の無水酢酸の混液に、窒素雰囲気下
3-methylbenzofuran (500 mg, 3.79 mg) を滴下し、90分間撹拌させた。反応終了後、酢酸
エチルと水で分液し、有機相を無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、エバポレーターで濃縮
させた。カラムクロマトグラフィー (SiO2; 1:16 EtOAc/hexane) により精製し、メタノー
ルと水から再結晶したところ、目的とする 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a を得た 




H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.73 (1H, ddd, J = 8.0, 1.3, 0.8 Hz), 7.61 (1H, ddd, J = 8.3, 6.2, 
1.3 Hz), 7.58 (1H, ddd, J = 8.3, 2.1, 0.8 Hz), 7.42 (1H, ddd, J = 8.0, 6.2, 2.1 Hz), 2.72 (3H, s). 
MS (EI) m/z 177 (M+, base peak), 160, 147, 132, 103, 91, 77. 
 











1:4 EtOAc/hexane）で精製処理を行った。2-二トロベンゾフラン 1aと 3-メチル-2-ニトロ
ベンゾフラン 2aに対するそれぞれの照射条件について Table II-3-1 に示す。 
 
 Table II-3-1. Irradiation conditions for preparative experiments.  





Spectra data of 3-(hydroxyimino)benzofuran-2(3H)-one (oxime photoproduct 1g): 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 8.10 (1H, dd, J = 7.8, 1.5 Hz), 7.52 (1H, ddd, J = 8.1, 7.8, 1.5 
Hz), 7.25 (1H, ddd, J = 7.8, 7.8, 1.0 Hz), 7.17 (1H, dd, J = 8.1, 1.0 Hz). 13C-NMR (400 MHz, 
CDCl3), δ: 162.9, 154.8, 141.4, 133.9, 127.8, 125.0, 117.0, 111.5. IR (KBr) cm
−1
: 3176, 3059, 
2854, 1797, 1609, 1455, 1357, 1034, 977, 875, 757. MS HRMS (FAB
+
) C8H6NO3 obsd 
164.0359, calcd 163.0345. MS (EI) m/z 163 (M+, base peak), 135, 118, 105, 90. 
 
Sample quantity/mg concentration/M time*/min product 
yield/mg 
(yield/%) 
1a 33 2.0 × 10
–2
 50 1g 15.7 (48) 
2a 18 1.0 × 10
−2
 15 2f 3.5 (24) 
    
2g 5.0 (34) 
28 
 
Spectra date of 3,3′-dimethyl-3,3′-bibenzofuran-2,2′(3H,3′H)-dione (3R, 3′R and 3S, 3′S) 
(racemic photoproduct 2f): 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.21 (1H, ddd, J = 7.6, 1.5, 0.6 Hz), 7.11 (1H, ddd, J = 8.0, 7.6, 
1.5 Hz), 7.01 (1H, ddd, J = 7.6, 7.6, 1.1 Hz), 6.79 (1H, ddd, J = 8.0, 1.1, 0.6 Hz), 1.86 (3H, s). 
13
C-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 176.6, 152.8, 130.0, 128.4, 124.08, 124.06, 111.7, 51.2, 18.4. 
IR (KBr) cm
−1
: 2925, 1796, 1620, 1478, 1464, 1454, 1050, 900, 751. HRMS (FAB
+
) C18H15O4 
obsd. 295.0961, calcd. 295.0966. 
 
Spectra data of 3,3′-dimethyl-3,3′-bibenzofuran-2,2′(3H,3′H)-dione (3R, 3′S or 3S 3′R) (meso 
photoproduct 2g): 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 7.34 (1H, ddd, J = 8.2, 7.6, 1.4 Hz), 7.07 (1H, ddd, J = 8.2, 1.1, 
0.7 Hz), 7.05 (1H, ddd, J = 7.6, 7.6, 1.1 Hz), 6.71 (1H, ddd, J = 7.6, 1.4, 0.7 Hz), 1.78 (3H, s). 
13
C-NMR (400 MHz, CDCl3), δ: 176.9, 151.8, 129.5, 128.6, 124.5, 123.1, 110.3, 50.9, 17.5. IR 
(KBr): cm
−1
 2925, 1805, 1617, 1477, 1462, 1454, 1041, 900, 754. HRMS (FAB
+
) C18H15O4 obsd. 












た [54,55]。超高圧水銀ランプ (USHIO, UI-501C) を光源として、UV-31 (TOSHIBA)、
U340 (HOYA) をフィルターとして用いた。さらに、ピーク波長が 313 nmとなるように
硫酸ニッケル水溶液を満たした円筒型セルを介して照射を行った。試料溶液に流入した
光量は約 3 × 1016 quanta s−1だった。313 nm における 2-ニトロベンゾフラン 1aの光分解
の量子収率は、次の式を用いて計算した [27]。 
 
Φ = (d[X]/dt)v/FI 
 
ここで、d[X]/dtは出発物質分解の初速度、v は試料溶液の体積、F は 313 nmにおいて
出発物質に吸収された光子の数である。また、Fは吸収波長（A）に依存し、F = 1 − 10−A
29 
 
で表すことができる。Iは光の強度（mol of photons min−1）である。2-ニトロベンゾフラ
ン 1a の量子収率は 60 秒の照射後の試料溶液を用いて決定した。量子収率決定の照射
実験において、ほとんどの光反応生成物の生成量は検出限界以下であった。唯一、2-
ニトベンゾフラン 1a から生じた 3-(hydroxyimino)benzofuran-2(3H)-one （オキシム化合
物 1g） の生成が HPLCで確認されたものの、定量をすることはできなかった。 
 
II-3-2-6. X線結晶構造解析 
2-ニトロベンゾフラン 1aと 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの、芳香環とニトロ基
の平面間の二面角を測定するため、X線結晶構造解析を行った。その結晶データと実験
条件を Table II-3-2,II-3-3に示す。さらに、オルテップ図と結晶格子における配置を Figure 




Table II-3-2. Crystal and experimental data of 2-nitorobenzofuran 1a. 
Chemical formula: C8H5NO3  
Formula weight = 163.13 
T = 170 K  
Crystal system: triclinic 
Space group: P-1 Z = 1 
a = 6.7279(7) Å  
b = 7.3791(8) Å  
c = 7.9859(9) Å  
 = 90.656(3) ˚ 
V = 357.71(7) Å
3
  
Dx = 0.757 g/cm
3
  
Radiation: Mo K ( = 0.7107 Å)  
F(0 0 0) = 84 
No. of reflections collected = 3446 
No. of independent reflections = 1620 
 range for data collection: 3.060 to 27.435 ˚ 
Data/Restraints/Parameters = 1620/0/109 
Goodness-of-fit on F2 = 1.137 
R indices [I > 2 (I)]: R1 = 0.0461, wR2 = 0.1743  
(/)max = 0.000 
()max = 0.239 eÅ
-3
  
()min = -0.257 eÅ
-3
 
Measurement: Rigaku RAXIS-RAPID.  
Program system: CrystalStructure 4.0, CRYSTALS 
Structure determination: SHELXL-97  




Table II-3-3. Crystal and experimental data of 3-methyl-2-nitorobenzofuran 2a.  
Chemical formula: C9H7NO3  
Formula weight = 177.16 
T = 103 K  
Crystal system: triclinic 
Space group: P-1 Z = 1 
a = 6.3286(5) Å  
b = 7.3922(7) Å  
c = 9.4614(10) Å  
 = 73.733(4)° 
V = 396.68(7) Å
3
  
Dx = 0.742 g/cm
3
  
Radiation: Mo K ( = 0.7107 Å)  
F(0 0 0) = 92 
No. of reflections collected = 3892 
No. of independent reflections = 1797 
 range for data collection: 3.17 to 27.50°  
Data/Restraints/Parameters = 1797/0/118 
Goodness-of-fit on F2 = 1.070 
R indices [I > 2 (I)]: R1 = 0.0343, wR2 = 0.1240 
(/)max = 0.000 
()max = 0.270 eÅ
−3
  
()min = −0.280 eÅ
−3
 
Measurement: Rigaku RAXIS-RAPID.  
Program system: CrystalStructure 4.0, CRYSTALS 
Structure determination: SHELXL-97  







3-(hydroxyimino)benzofuran-2(3H)-one (オキシム化合物 1g) を 48 %の収率で得た。同様
の光反応生成物が 2-ニトロフランや 3-メチル-2-ニトロフランにおいても得られている
ことから [46−47]、ベンゼンの置換は 2-ニトロフランの光反応性にさほど影響を与えな




Scheme II-3-1. Proposed reaction mechanism of the photoreaction of 2-nitrobezofuran 1a.  
 
2-ニトロベンゾフラン 1aの光反応は、ニトロ-ニトリト転位により開始されると予想さ
れる。まず、出発物質である 2-ニトロベンゾフラン 1aはビラジカルである 1bを経由し






3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a は二量体化生成物である 2f と 2g が生成されるこ
33 
 
とがわかった。ラセミ化合物 2fとメソ化合物 2gの化学収率はそれぞれ、24 %と 34 %
だった。3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a の光反においても、2-ニトロベンゾフラン
1a と同様に、ニトロ-ニトリト転位が進行したと考えられた。予想される反応機構を




Scheme II-3-2. Proposed photoreaction steps of 3-methyl-2-nitrobenzofuran 2a. 
 
3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの光反応では、Scheme II-3-1 と同様に出発物質であ
る 2a がニトロ-ニトリト転位を起こすと考えられた。2a はニトロニトリト転位により、
2bを経由して、ニトリトである 2cを形成する。2cのニトリトの NO結合が解裂するこ
とで、2d が形成される。この時、同時に一酸化窒素ラジカルが放出される。2d は 2e
に異性化した後、二量体化を起こし、ラセミ体である 2f とメソ体である 2dを最終生成
物として生成する。 
3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの光反応と 2-ニトロベンゾフラン 1aの光反応との
違いは、2-ニトロベンゾフラン 1a は一酸化窒素ラジカルの再結合によりオキシム化合













2-ニトロベンゾフラン 1aの吸収スペクトルの経時変化を Figure II-3-3 に示す。120 秒
の照射後の吸収スペクトルにおいて、290 nm付近の吸収が上昇している。この 290 nm
付近の吸収は、最終生成物であるオキシム化合物 1g の吸収によると考えられる。比較
のため、出発物質 1aと最終生成物 1gの吸収スペクトルを Figure II-3-4 に示す。 
2-ニトロベンゾフラン 1aの 60 秒、120秒照射後の試料溶液について、HPLCにより
分析した結果のクロマトグラムを Figure II-3-5 に示す。Figure II-3-5 の HPLCクロマト
グラムにおいて、2.7分と 4.1分のピークはそれぞれ 2-ニトロベンゾフラン 1aとその生
成物である 1gに由来している。これら二つのピークは 60秒後（Figure II-3-5 (a)）でも
120秒後（Figure II-3-5 (b)）でも見られた。ここで、120秒の照射後の試料においてのみ、
4.7 分に別のピークが見られた。このことは 1g 以外にも、同定できていない光反応生
成物が形成されている可能性を示唆している。長時間の照射により、ニトロ-ニトリト
転位の競争反応や二次反応が引き起こされた可能性が考えられる。 































Figure II-3-6 に示す。2-ニトロベンゾフラン 1aの照射実験における吸収スペクトルの経
時変化（Figure II-3-3）と比較すると、3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの光反応の方
が 2-ニトロベンゾフラン 1a の光反応よりも早いことがわかる。さらに、2-ニトロベン
ゾフラン 1aと 3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの分解の量子収率は、それぞれ 0.065
と 0.27であり、3-メチル-2-ニトロベンゾフランの方が 4倍ほど大きいことがわかった。
量子収率の結果は、3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2aの方が 2-ニトロベンゾフラン 1a
よりも光反応性が高いことを示している。このことは、2-ニトロベンゼンの 3位にメチ
ル基を導入した場合、その光反応性を高められることを示している。 
3-メチル-2-ニトロベンゾフラン 2a の照射実験後の試料溶液を HPLC で分析した際の
クロマトグラムを Figure II-3-7 に示す。2.4、2.6、4.1分において見られるピークはそれ

























Figure II-3-1. ORTEP structures of 2-nitrobenzofuran 1a (left) and 3-mehyl-2-nitrobenzofuran 




Figure II-3-2. Arrangement of 2-nitrobenzofuran 1a (left) and 3-methyl-2-nitrobenzofuran 2a 





Figure II-3-3. Time course of the absorption spectra for 2-nitrobenzofuran 1a in acetonitrile. 
The photoreactions were monitored at 60 s intervals. The absorption spectra at 0, 60, and 120 s 
are drawn in solid, dashed, and dotted lines, respectively. The arrows in each spectrum represent 




Figure II-3-4. Absorption spectra of 2-nitorobenzofuran 1a (solid line) and oxim product 1g (dashed 








Figure II-3-5. HPLC chromatograms of 2-nitrobenzofuran 1a analyzed after (a) 60 s and (b) 120 
s irradiation. The peaks at the retention times of 2.7 and 4.1 min were identified as 




Figure II-3-6. Time course of the absorption spectra for 3-methyl-2-nitrobenzofuran 2a in 
acetonitrile. The photoreactions were monitored at 10 s intervals. The absorption spectra at 0, 10, 
and 20 s are drawn in solid, dashed, and dotted lines, respectively. The arrows in each spectrum 





Figure II-3-7. HPLC chromatogram of 3-methyl-2-nitrobenzofuran 2a analyzed after 10 s 
irradiation. The peaks at the retention times of 2.4, 2.6, and 4.1 min were identified as 








III-1. 創薬におけるタンパク質計算化学 [56−58] 
 
III-1-1. in silico 創薬 
新薬の開発には、一般に、1万種類以上の化合物が検討されると言われている。その
中から数百から数千種類の化合物が実際合成され、そのうちの百数十種類が in vitro 
screening を通過する。動物実験等でさらに十数種類が絞り込まれ、最終的にわずか 1
種類が臨床試験を通過するとされる。新薬開発において、その開発期間の長さは 8年か
























III-1-3. Structure-Based Drug Design と Ligand-Based Drug Design 
3次元ファーマコフォアを決定し医薬品の分子設計を進める方法として、医薬品の標
的分子（受容体などのタンパク質）が未知の場合には Ligand-Based Drug Design (LBDD) 
42 
 
の方法がとられる。一方で、標的分子が既知の場合には Structure-Based Drug Design 
(SBDD) の方法がとられる。LBDD は、標的分子の立体構造が得られていないため、
SBDDに比べ合理的医薬品設計が難しいとされる。現在、リガンドとなる化合物の配座

















































































     
    
   
      
 
Fi, mi, ri, aiはそれぞれ、i番目の質点（質点 i）が受け取る力、質点 iの質量、位置、加
速度である。また、力、位置、加速度はベクトル量であり、質点 i が受ける力 Fi は周
りの質点から受ける力の合力として表される。質点にかかる力は、ポテンシャルエネル
ギーを与える関数である、分子力場から求めることができる。次に、エネルギーと力の
関係を使うと、分子力場から力が求めることを示す。原子のエネルギーEi と力 Fi の関
係は、次式のように表される。 
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ここで、例として原子 i の結合エネルギーEbondiから原子にかかる結合の力 Fbondiを求
める。原子 i と原子 j が結合距離 r で結合し、原子 i から原子 j に向かうベクトルを rij








ベクトル rijの単位ベクトルは rij/rであるので、原子 iにかかる結合の力は次のように求
めることができる。 
                 


















                                                                       
 
     は結合長 rの関数、      は結合角 θの関数で、        と                 は、それ
ぞ れ 二 面 角  と improper torsion   の エ ネ ル ギ ー で あ る 。
     、       、         、                 は原子間の結合に関係する項で、結合項と呼ば
れる。一方、              は静電エネルギーで、             はファンデルワールスエネ
ルギーである。              、             は結合の有無に関わらず生じる項であり、非
結合項と呼ばれる。 
     は調和ポテンシャルとして、次式のように表される。 
 
              
  
 
調和ポテンシャルとは、2 乗に比例するエネルギー関数をさす。ここで、  は平衡結合
距離であり、  は力の定数である。原子間距離が平衡結合距離に近づくほど安定で、平
衡結合距離から離れるほど不安定であることを意味する。 




              
  
 






        と                 は、それぞれ二面角と improper torsion   のエネルギーであ
り次式のように表される。 
 
         
 
 
                
                  
 
 
                 
 
  と  はそれぞれ、二面角と improper torsion の定数である。 は二面角を作る 4原子の
対称性を、 は位相を表している。この二式は、周期性があり回転ポテンシャルと呼ば
れる。周期性は対称性と関係し、回転に対し 2 回対称であれば周期は 1/2、3 回対称で
あれば周期は 1/3となる。二面角のパラメータは、量子化学計算により求められた回転
ポテンシャルをフィッティングして決められている。 
              は静電エネルギーであり、電荷を持つ原子の相互作用を表している。 
 
              ＝
    
      
 
 
    、    はそれぞれ原子 i, jの部分原子電荷、 は誘電率、   は原子 i, j間の距離であ
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ファンデルワールスエネルギー              は 2原子間の引力と斥力から生じ、次式
で表される。 
 
             ＝
   
     
 
   







   は原子   間の距離で、   ,    は係数で、それぞれ次のように表される。 
 
          
 
         
   
           
 
         
  
 
ここで、  ,   はそれぞれ原子 i, jのファンデルワールスエネルギーの深さ、  ,   はそれ
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ここでは、系は N個の原子で構成されるとして、その原子 1から Nまでの座標を
            とする。  ,   が原子 i, jの電荷、 が誘電率であり、  ,   が原子 i, jの座
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標である。   は、周期的なセルのベクトルの、 ＝               (      




                  ＝     ＋     ＋      
 
     は実空間、     は波動関数、     は自己のエネルギーであり、それぞれ次式で表さ
れる。 
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ここで、erfc( )は補誤差関数であり、誤差関数         
 
  




                 
 
  
            
 
 
 の関係が成り立つ。  は電荷の広がりを表す
パラメータで、  は基本セルの体積、  は波動関数におけるセルのベクトル 
 ＝               (        は整数) である。このように、補誤差関数を使い
収束の速い        の式と、収束の速い       の式、さらに定数である       の式に分け
たことで、静電相互作用計算の高速化が可能になる。      の式の収束が速いため、実空
間の計算にカットオフ法を用いても精度の低下はない。 
 
III-1-7-6.Particle Mesh Ewald 法 
PME 法は、Ewald 法の波動関数の式       を、電荷分布をグリッド上に内挿する形
に書き換えて、高速フーリエ変換（Fast Fourier Transform; FFT）することで計算を高速
化させている。PME法では Ewald 法における実空間のエネルギー       の式と自己エネ
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            はグリッド点に内装された電荷である。電荷に近い格子点ほど大きな値が
割り振られている。S(m) の式により高速フーリエ変換が可能となり、計算が高速化さ












































































CYP が薬物代謝に寄与する割合は高く、Williams らによる報告によれば、2002 年に












III-2-2. CYP1A2 の遺伝子多型 
















in vivo での研究が難しい。in vitro 研究では、これまでに複数の研究グループがその酵
素活性の評価しており、アミノ酸置換を伴ういくつかのバリアントで酵素活性が変化し

















[75]。さらに、ミクロソーム型 CYP では小胞体膜に結合する領域から 30~40 残基後に





ノ酸配列は SRS-1~6 (Substrate Recognition Site) と呼ばれ、X線結晶構造解析により明ら
かにされた CYP の立体構造において確かめられている。特に、B’へリックスとその周






実験的に CYP タンパク質が構造柔軟性を持つことが示された例として、CYP2B4 の
X線結晶構造解析の結果が挙げられる。Scott らは、CYP2B4 の基質非結合型の結晶構造
と、4-(4-chlorophenyl)imidazole が結合した結晶構造について比較を行った結果、B’から
C へリックスと F から G へリックスにおいて構造的差異が存在することを報告してい




哺乳類の CYP [77−81] だけでなくバクテリアの CYP [82−85] においても共通して確認
されている。 
 
Figure III-2-3-1. Overall structure of CYP1A2 ditermined by X-ray crystal analysis [37]  
 
III-2-4. CYPの触媒サイクル 
大部分の CYP は分子状酸素から 1 原子の酸素を基質に添加する、一原子酸素添加反
応を触媒する。この反応は、基質と分子状酸素に加え、ヘム鉄を還元するためにシトク
ロム P450レドックスパートナーから電子の供給を受ける必要がある [86]。 





















レオチドリン酸（Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate; NADPH2）に由来す
ることが多いが、P450cam のようなバクテリア CYP では、還元型ニコチンアミドアデ
ニンジヌクレオチド（Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide; NADH2）が利用される
場合もある。 
CYP の還元系は、複数存在することが知られているが [88]、ここでは、真核細胞の






Scheme III-2-2. Electron transfer to microsomal cytochrome P450 [88]. 
 
NADPHからの経路では、電子は NADPH-シトクロム P450還元酵素（Cytochrome P450 
Reductase）を経由して CYPへと渡される。一方で、NADHからの経路では、シトクロ
ム b5還元酵素（Cytochrome b5 Reductase）からシトクロム b5（Cytochrome b5）を経由し
て CYPへと渡される。さらに、この二つの電子伝達経路は互いに交差しあい、NADPH-
シトクロム P450 還元酵素からシトクロム b5、シトクロム b5から CYP への電子の流れ
も存在する。CYP はこれらレドックスパートナーと同じ部位で結合して電子を受け取
るとされる。CYP とそのレドックスパートナーとの結合部位は、これまでに実験研究























ては、Parasad らが NMRを用いて camphor に付加された水素原子が溶媒の水分子に由来
することを確かめている [95]。バクテリア CYPに限らず、哺乳類 CYPの結晶構造にお
いても活性部位に水分子が存在するものがあり、CYP2C19 (PDB ID: 4GQS) や CYP3A4 



















彼らの計算結果によれば、野生型 CYP2C19 で、基質である (S)-メフェニトインとアミ
ノ酸残基との間に水素結合が形成されるが、変異型 CYP2C19 においてはこの水素結合
が形成されなかった。また、小林らによって、CYP2B6 における一塩基多型（Single 
Nucreotide Polymirphism; SNIP）の影響をドッキングと MDシミュレーションを用いて
検討している [97]。彼らの計算結果からは、遺伝子変異型 CYP2B6 は 1 つのアミノ酸
残基の置換により立体構造だけでなく、構造柔軟性においても野生型 CYP2B6 とは差異
が存在することが示唆された。これら立体構造と構造柔軟性の差異を原因として、遺伝













異型 CYP1A2 の酵素活性は、以前に伊藤らによって決定された酵素活性 [36] を参考と











本節における研究で用いた野生型および遺伝子変異型 CYP1A2を Table 1 に示す。加
えて、Table 1 には、アミノ酸残基の置換と、伊藤らによって決定された酵素活性 [36]、
MDシミュレーションを行った時間を合わせて示した。 
 
Table III-3-1. Wild-type and mutant CYP1A2 used in the current study and the experimentally 
determined enzymatic activities [36]. 





CYP1A2*1 CYP1A2.1 − Normal 100 
CYP1A2*4 CYP1A2.4 Ile386Phe N. D. 
b)
 100 
CYP1A2*6 CYP1A2.6 Arg431Trp N. D. 
b)
 100 
CYP1A2*8 CYP1A2.8 Arg456His N. D. 
b)
 175 
CYP1A2*11 CYP1A2.11 Phe186Leu Decreased 175 
CYP1A2*13 CYP1A2.13 Gly299Ser Normal 100 
CYP1A2*14 CYP1A2.14 Thr438Ile Increased 100 
CYP1A2*15 CYP1A2.15 Pro42Arg Decreased 150 
CYP1A2*16 CYP1A2.16 Arg377Gln N. D. 
b)
 150 
a) 7-ethoxyresorufin O-deethylation activities 
b) not detectable  
c) time taken 
 
野生型 CYP1A2（CYP1A2.1）の構造は、実験的に解明され Protein Data Bank に登録
された構造（PDB ID: 2HI4）を基に作成した [37]。CYP1A2の結晶構造に関しては、2HI4
はこれまでに Protein Data Bank に登録されている唯一の構造である。2HI4 は N末端の
膜結合ドメインを除く Arg34 から Arg503 までの残基が 1.6 Å の分解能で観測されてい
る。2HI4 は阻害剤である α-ナフトフラボン（ANF）との複合体でありリガンド結合に
よるコンフォメーション変化が構造中に含まれる可能性がある。そこで、まず結晶構造
に含まれる結晶水と ANF を全て除いたものを CYP1A2.1 の初期構造として、構造最適




最適化した CYP1A2.1 の構造を基に作成した。 
それぞれのタンパク質について、少なくとも 100 ns 以上の MD シミュレーションを
行った。昇温シミュレーションは 20 ps行い、その間、温度を 0 Kから 300 Kに上昇さ
せた。それから平衡状態の MDシミュレーションを 300 K、定圧下で行った。系を TIP3P
モデルで溶媒和し、周期境界条件を用いて計算を行った。周期境界はタンパク質表面か
ら少なくとも 8 Åの幅をもたせた。van der Waals 力の cut off 距離は 10 Åとし、静電的




領域には Giammona らによって決定されたパラメータを使用した。最適化と MDシミュ
レーションには AMBER ff12SB 力場を用いた [109]。AmberToolsの tleap を用いて水素
原子を添加し、遺伝子変異型 CYP1A2 の初期構造を作成した。全ての MD シミュレー
ションのタイムステップは 2 fs とした。水素原子による結合の伸縮を制限するために
SHAKE アルゴリズムを使用した。 
MDシミュレーションにより計算された野生型・遺伝子変異型 CYP1A2の立体構造を
評価するため、MDトラジェクトリに沿ってペプチド主鎖の root mean square deviations 
(RMSDs) を計算した。RMSD 計算の参照構造には、昇温 MD シミュレーション後の構
造を用いた。アミノ酸残基の柔軟性を評価するためにペプチド主鎖の Cα原子に対して
Root mean square fluctuations (RMSFs) を計算した。RMSF計算の参照構造には、MDト
ラジェクトリのうち最後の 10 ns の平均構造を用いた。RMSD と RMSF の計算には
AmberTools12 の cpptraj を使用した。 
 
III-3-3. 結果と考察 
CYP1A2.1 については 100 nsの MDシミュレーションを行った。その RMSDを Figure 
III-3-1Aに示す。CYP1A2.1 の RMSDは 60 nsの MDシミュレーション以降、収束して
いることから、CYP1A2.1 の立体構造は 100 nsの MDシミュレーションにより平衡構造
が得られたものと考えられた。CYP1A2.1 の MD シミュレーション後の最適化構造を
Figure III-3-2 に示す。 
CYP1A2.4、CYP1A2.6、CYP1A2.13、CYP1A2.14 についても 100 ns の MD シミュレ
ーションによりその RMSD が収束しているため、平衡構造が得られたと考えられた。
一方で、CYP1A2.8、CYP1A2.11、CYP1A2.15、CYP1A2.16 については、RMSD が収束






的ヘムから近い位置に存在することがわかっている（Figure III-3-3 and III-3-4）。このこ
とから、遺伝子変異が全体構造に与える影響はアミノ酸置換があった位置に依存しない、
ということが考えられる。 
CYP1A2.8 に対し 175 ns の MD シミュレーションを行った。その RMSD を Figure 
III-3-1Bに示す。100~145 nsの間に、RMSDが過渡的に上昇している。CYP1A2.8の RMSD
は他の変異体の RMSDに比べさほど大きいというわけではない。この RMSDの結果か
ら、100~145 ns の間、一時的に RMSD が上昇した瞬間には CYP1A2.8 の準安定状態が
存在しているのではないかと予想された。この予想を検証するために、CYP1A2.8 につ
いて、300 ns の MDシミュレーションを行った。その 300 ns の MDトラジェクトリを
用いて、RMSD を計算したところ、200~250 ns において、再び一時的に RMSD の数値
が上昇した（Figure III-3-5）。これらの結果から、175 ns と 300 nsの MDシミュレーシ
ョンを行った二つの結果に矛盾はないこと、CYP1A2.8 の立体構造を予測するには 175 
nsの MDシミュレーションで十分であることが示唆された。CYP1A2.8 の活性低下の原
因の一つとして、触媒反応に不利な準安定状態が存在するからではないかと考えられた。









クスが部分的にループを形成していた（Figure III-3-6B）。このループは Asp320 と Thr321
の間に位置している。I へリックスは活性部位を構成する部分構造のひとつであり、基





CYP1A2.1 の RMSFを Figure III-3-7 に示す。CYP1A2.1 の RMSFにおいて、N末端を












いくつかの遺伝子変異型 CYP1A2 の RMSF は野生型とは異なる特徴を示した。野生
型と遺伝子変異型 CYP1A2 の RMSFの重ね合わせを Figure III-3-8 に示す。CYP1A2.1 の
RMSFと比較すると、CYP1A2.4 と CYP1A2.6 では、CDループの構造柔軟性において差
異が見られた（Figure III-3-8A and III-3-8B）。CYP1A2.4と CYP1A2.6の変異はそれぞれ
Ile386Phe と Arg431Trp で、どちらも KL ループの存在している（Figure III-3-8B and 
III-3-8D）。CYP1A2.1と CYP1A2.4 との RMSFの差は、CDループの Ser156において 0.68 
Åであった。一方で、CYP1A2.6 との RMSFの差は CDループの Ser156において 0.81 Å
であった。さらに、CYP1A2.4 と CYP1A2.6 の立体構造は、どちらも Cヘリックスがヘ
ムに近づくような構造をとり CYP1A2.1 と比べて構造的差異が見られた（Figure III-3-9）。
CYP1A2.4 と CYP1A2.6 における、CD ループの構造柔軟性と C へリックスの位置は、
ヘムの環境を変えてその触媒活性を変化させた可能性がある。 
CYP1A2.8 の RMSFは BCループの Gly102 において、CYP1A2.1より 1.31 Å高く、H
へリックスの Lys292においても 0.85 Å高かった（Figure III-3-8C）。BCループは基質認
識に関与すると考えられており  [73]、BC ループにおける構造柔軟性の違いは
CYP1A2.8 の触媒機能に影響を及ぼす可能性がある。CYP1A2.8 の変異である Arg456His
は L へリックス近くの KLループに位置しており、BC ループからは空間的に距離があ
る（Figure III-3-3C and III-3-4F）。この結果は、Aeg456Hisの変異が、遠く離れた BCル
ープにおける基質認識に影響を及ぼす可能性があることを示唆している。 
CYP1A2.11 の変異は DE ループの Phe186Leu である（Fig. III-3-3D）。CYP1A2.11 の
RMSFは、FGループのほぼ中央に位置する Lys221において、CYP1A2.1 より 0.73 Å高
かった（Fig.III-3-8D）。CYP1A2 の結晶構造において、F へリックスの Phe226 は ANF







する活性（野生型に対して 24 %）がフェナセチンに対する活性（野生型に対して 8 %）





る基質認識の違いについては、第 III-5 節において、MD シミュレーションとドッキン
グにより基質との複合体構造を予測することで検討を試みた。 
実験研究から、CYP1A2.13 は、CYP1A2.1 に比較し 70 %の酵素活性を保持している
ことが分かっている [36]。CYP1A2.1 と CYP1A2.13 と RMSF を比較したところ、大き








CYP1A2.14 の RMSFについては、KLループの Gly486 が 0.51 Åだけ高かったことを
除けば、CYP1A2.1と良く似た結果が得られた（Figure III-3-8F）。CYP1A2.13 と同様に、
CYP1A2.14 も三次構造や構造柔軟性において CYP1A2.1 に比べ大きな違いは見られな
かった。CYP1A2.14の変異である Thr438Ileも溶媒露出面に存在している（Figure III-3-3F 
and III-3-4B）。CYP1A2.14 は酵素活性の上昇が報告されている変異体である。本節にお
ける研究結果からは、CYP1A2.14 の活性が上昇した原因について予測することはでき








CYP1A2.15 は酵素活性の低下が報告されている変異体である [36]。CYP1A2.15 の変
異である Pro42Argは、その三次構造において N末端膜結合ドメインに続くループに位
置している（Figure III-3-3G）。真核生物の CYPは膜結合型であり、その N末端側のプ
ロリンが豊富に存在する領域は良く保存された領域の一つである [72]。このプロリン
リッチドメインは CYP タンパク質のフォールディングに関与していると考えられてい
る [73]。MD シミュレーションにより予測された CYP1A2.1 において、Pro42 は周辺残
基と相互作用せずに、N 末端ドメインはフリーな状態であった。しかし、CYP1A2.15
では、Arg42が Val75と Tyr400の間で水素結合を形成し、N末端ドメインとタンパク質
コアの間に相互作用が存在することが示唆された（Figure III-3-11）。CYP1A2.15 の RMSF
65 
 









ルフィリン環平面のすぐ傍に存在する KL ループが CYP1A2.16 においては部分的に β
シートを形成していることがわかった（Figure III-3-12）。KLループにおける構造的差異
がヘムの位置や向きを変えてしまうことで、その触媒機能に低下させた可能性が考えら
れる。それに加え、CYP1A2.16 の RMSF は、CD ループの Ala154 において CYP1A2.1
に比べて 4.8 Å高かった。CYP1A2.16の変異である Arg377Gluは、Kループの C末端側




















Phe386 の π電子による相互作用がヘムの環境を乱した可能性も考えられる。 










Thr438Ile については、Arg456Hisや Arg377Glu とは異なり、電荷の変化は無視できるほ
ど小さいのでレドックスパートナーとの相互作用表面にほとんど影響しないと予想さ







に量子化学計算を取り入れて、QM/MM （Quantum Mechanics / Molecular Mechanics 
method）法を利用することを計画している。本研究の結果からは、少なくとも CYP1A2.14




























Figure III-3-2. Optimized structure of wild-type CYP1A2. (A) CD, FG and HI loops are circled. 






Figure III-3-3. Overall structures of (A) CYP1A2.4, (B) CYP1A2.6, (C) CYP1A2.8, (D) 
CYP1A2.11, (E) CYP1A2.13, (F) CYP1A2.14, (G) CYP1A2.15, and (H) CYP1A2.16. The 







Figure III-3-4. Position of the substituted residues for wild-type and mutant CYP1A2. 
(A)(C)(E)(G) CYP1A2.1, (B) CYP1A2.14, (D) CYP1A2.4, (F) CYP1A2.8, (H) CYP1A2.16. 















Figure III-3-6. Superimposition of the 2HI4 crystal structure and the predicted ligand-free 






Figure III-3-7. Root mean square fluctuations of the cα carbon atom of wild-type CYP1A2. The 
flexibility of amino acid residues was high in the CD loop, FG loop, and HI loop. They are 





Figure III-3-8. Superposition of root mean square fluctuations of the cα carbon atom of 
wild-type CYP1A2 (gray) and mutant CYP1A2 (magenta). Amino acid residues which have 
higher flexibilities over 0.6 Å than that of wild-type are pointed by arrows. The mutation 





Figure III-3-9. Relative position of the hemes and peptide main chains, including the C helix for 











Figure III-3-11. Hydrogen bonds between the 42
th
 residue and Val75 and Tyr400 in the 3D 





Figure III-3-12. Relative position of the hemes, KL loops, and L helices for CYP1A2.1 (gray) 





























とした Structure-Based Drug Design (SBDD) に役立つことができると期待される。 
 
III-4-2. 方法 
基質非結合型の CYP1A2 の三次構造は、第 III-3 節において予測した構造を用いた。
7ER との複合体構造はドッキングと 200 ns の MD シミュレーションにより作成した。
まず、ドッキングの対象として、第 III-3 節における基質非結合型の CYP1A2 の 100 ns
の MDトラジェクトリから、5 ns毎に 21個の構造を抽出した。この複数の構造を抽出
する操作は熱による構造の揺らぎを考慮するために行っている。これらの構造に対し、
疎水性空間を HBOP/HBSITE [114,115] により探し出し、リガンド結合部位とした。こ
の疎水性空間に対してドッキングを行い、それぞれの構造に対し 10 個ずつポーズを得
た。得られたドッキングポーズのうち、7ERの酸化部位であるエトキシ基がヘムに向い








を得るため少なくとも 200 ns 以上の MD シミュレーションを行った。ドッキングプロ
グラムには GOLD 5.2.2 [116] を用い、それ以外の計算条件は第 III-3 節における研究と
同じ条件下行った。 
MDシミュレーションにより予測された CYP1A2の三次構造を評価するため、ペプチ
ド主鎖の RMSD とリガンドの RMSD を算出した。RMSD の参照構造としては、昇温
MDシミュレーション後の構造を用いた。また、残基の構造柔軟性を評価するため、Cα
原子のRMSFを算出した。RMSF計算の参照構造には 180-200 nsの平均構造を利用した。
RMSDと RMSFの計算には、AmberTools12 の cpptraj モジュールを用いた。また、ヘム
と Arg456の間の相互作用を評価するために、ヘムのプロピオン酸酸素から、Arg456の
グアニジノ基の最も近い窒素までの距離を測定した。活性部位における水分子の役割に
ついて調べるため、180-200 nsの MDトラジェクトリから 200 ps毎に 100個の構造を抽
出して、活性部位における水素結合ネットワークを調べた。CYP1A2-7ER、CYP1A2-ANF
については 200 nsの MDシミュレーションを行ったが、CYP1A2-ANF-WATのみは、500 






CYP1A2-7ER については、200 ns の MD シミュレーションを行った。そのタンパク
質とリガンドの RMSDはほぼ収束しており（Figure III-4-3A and III-4-3B）、CYP1A2-7ER
















のうちの一つは Iへリックスの Asp320と C末端ループの Thr498との間に水素結合を形
成し、これらの残基と 7ER の窒素との水素結合を仲介していた。さらに、残りの二つ
についても BC ループの Thr124 と 7ER の間に位置して、水素結合を形成していた。こ
れらの水素結合ネットワークが MD シミュレーションの間にも形成されているのかど
うか調べるため、180-200 ns のトラジェクトリから 200 ps毎に 100個の構造を抽出し、
リガンド周辺の水素結合ネットワークを調べた。その結果、Asp320-WAT-7ER と
Thr498-WAT-7ERにおいて形成される水素結合は、それぞれ 52 %と 45 %で確認された。
さらに、Asp320-WAT-7ER と Thr498-WAT-7ERの水素結合が同時に形成される確率は、
41 %であることがわかった。CYP1A2-7ERの活性部位における水素結合ネットワークの
ダイアグラムを Figure III-4-7 に示す。 
CYP1A2-7ERの MDシミュレーションの最後 180-200 nsの間、活性部位には複数の水
分子が存在しているのだが、Asp320-WAT-7ER と Thr498-WAT-7ER の間で水素結合を形
成しているのは、一つの水分子であることがわかった。このことは、基質と残基との間
で水素結合を仲介する水分子が、20 ns の間、活性部位の同じ位置に留まっていること
を表している。その理由として、Asp320-WAT と Thr498-WAT の間の水素結合は、それ
ぞれ 95 %と 86 %の頻度で形成されていた。この結果から、Asp320と Thr498による強
い相互作用が特定の水分子を同じ場所に留めていると予想された。これらの結果は、
CYP1A2 の基質認識には、水分子が働いている可能性を示唆している。さらに、その基
質認識には Asp320 と Thr498 が関与している可能性が示唆された。CYP1A2 と 7ER と
の複合体構造は、先行研究においても予想されているのだが、活性部位における水分子
の関与については議論されていなかった [98,99,104]。 
CYP1A2-7ER の最適化構造において、Thr124 は二つの水分子を介して 7ER と水素結
合を形成していた。しかし、180-200 nsのトラジェクトリにおいては、水素結合の形成
は見られなかった。その原因としては、これらの水分子が活性部位内で動き回るためで




CYP1A2-ANF についても、200 ns の MD シミュレーションを行うことでタンパク質
主鎖とリガンドの RMSDが収束しており（Figure III-4-2C and III-4-2D）、CYP1A2-ANF
の平衡構造を得ることができたと考えられた。このことは、ANF が CYP1A2 の活性部
位に安定な状態で結合できることを示唆しており、ANF が競合阻害剤であるという事






生体内環境からかけ離れた実験条件下で行われている。CYP1A2 と ANF の結晶構造に
ついても、実験条件によるひずみが存在する可能性が考えられた。また、基質と阻害剤
の違いについて検討するため、CYP1A2-ANFと CYP1A2-7ERのリガンドの RMSDを比
較した。その結果、7ERは 3 Å以上で推移していたのに対し、ANFは 1 Å以下とかな
り小さいことがわかった（Figure III-4-2B and III-4-2D）。このことから、活性部位におけ
る ANFの挙動の 7ERとは異なっていることが示唆された。このことは、ANFのリガン
ド周辺残基との相互作用が、7ERとは異なっている可能性が示唆している。 
200 nsの MDシミュレーション後の CYP1A2-ANF最適化構造において、活性部位に




へリックスの Thr223が ANFと水素結合を形成していた（Figure III-4-7B）。この水素結
合は Thr223のヒドロキシ基水素と、ANFのカルボニル基酸素の間に形成され、180-200 






のことが、ANF の RMSD が 7ER の RMSD よりも数値が小さかった原因であると考え
られた。 
CYP1A2-ANF-WATは、200 nsの MDシミュレーションでは、タンパク質とリガンド
の RMSDが共に収束しなかったため、500 ns の MDシミュレーションを行った（Figure 
III-4-3E and III-4-3F）。CYP1A2-ANFと CYP1A2-ANF-WATは同じ ANFとの複合体であ
るのに、RMSD の特徴が大きく異なっている。特に、ANF の RMSD に着目すると、
CYP1A2-ANFでは 2 Å以下という低い数値で推移しているのに、CYP1A2-ANF-WATで
は、1~4 Åで大きく変動を繰り返していた。このことから、CYP1A2-ANF-WATは 500 ns
の MDシミュレーションでは平衡構造が得られていない可能性が示唆された。 






らの水素結合頻度を調べたところ、 Asp320-WAT-ANF の水素結合は 31 %、
Thr498-WAT-ANFの水素結合は 20 %と CYP1A2-7ERに比べて、20 %ほど低いことがわ
かった。さらに、Asp320-WAT-ANFと Thr498-WAT-ANFの水素結合が同時に形成される
頻度を調べたところ、わずか 7 %であった。これは、CYP1A2-7ERにおける 41 %に比








CYP1A2 と CYP1A2-7ER の RMSF を比較した （Figure III-4-8A）。CD ループの構造柔
軟性において最も大きな違いが見られ、基質非結合型 CYP1A2では 1.56 Åであったが、










CYP1A2-ANF の RMSF は CYP1A2-7ER の RMSF と良く似ていることがわかった
（Figure III-4-5B）。この結果は、CYP1A2-ANF と CYP1A2-7ER は、良く似た動的性質
を持つことが示唆している。このことから、ANF は CYP1A2 に対して阻害剤として働
くが、構造変化には影響を及ぼさない可能性が高いことが考えられた。それに対し、
CYP1A2-ANF-WAT の構造柔軟性については、CYP1A2-7ER の結果と比較して、CD ル
ープにおける RMSFが 0.81 Å高かった（Figure III-4-5C）。加えて、CYP1A2-ANFの RMSF









も Cys458 のそばに Arg456が位置し、ヘムのプロピオン酸の酸素原子と相互作用しうる
距離にある（Figure III-4-9）。本節における複合体モデルにおいて、Arg456 とヘムの相
互作用を検討するため、Arg456 のグアニジノ基窒素からヘムのプロピオン酸酸素まで
の距離を調べた（Figure III-4-10）。まず、CYP1A2-7ERにおいては、200 nsの MDシミ
ュレーション全体で、2.85 Å という一定の距離を保っていることがわかった（Figure 
III-4-10A）。この結果から、CYP1A2-7ERにおいては Arg456 とヘムの間に十分な相互作
用が存在するということが示唆された。それに対し、CYP1A2-ANFでは、200 nsの MD
シミュレーションの間で Arg456からヘムまでの距離が 2.55 Åから 5.89 Åまで離れるこ
とがわかった（Figure III-4-10B）。特に 150 ns 以降は、距離が 5 Åを超えており、ヘム
と Arg456 の間の相互作用が弱くなっていることが示唆された。また、
CYP1A2-ANF-WATにおいても、Arg456からヘムまでの距離は、かなり離れていること
がわかった（Figure III-4-10C）。CYP1A2-ANF-WATでは、200 nsから 400 ns、400 ns か
ら 550 nsの間に段階的に距離が変化しており、最終的に 470 ns以降は 2.87 Åから 5.29 Å
で推移している。これらの結果から、ANF をリガンドとして結合させた時には、いず
れもヘムから Arg456までの距離が遠く、基質である 7ERとの複合体に比べて相互作用
が弱くなっていることがわかった。CYP1A2-7ER における Arg456 とヘムプロピオン酸
の相互作用を予測した結果から、Arg456はヘムを CYPタンパク質に固定する役割を持














用が MD シミュレーションにおいても保たれているのか調べるため、Arg456 の側鎖窒
素原子（NH2）からLys106、Ser126、Asp128の酸素原子までの距離を調べた（Figure III-4-12, 





ても、平衡構造が得られた 170 ns 以降は平均 2.85 Å の距離を保っていた（Figure 
III-4-12B）。一方で、CYP1A2-ANF-WAT では、500 nsの MDシミュレーションを行って
も Arg456 から Lys106 までの距離が一定ではないことがわかった（Figure III-4-12C）。
次に、Ser126 と Arg456 との距離は、CYP1A2-7ER では、MD シミュレーションを通し
て一定であり、5.05Å の距離を保っていた（Figure III-4-13A）。そのため CYP1A2-7ER
においては、Arg456 と Ser126 の間の相互作用は弱いと考えられた。それに対し、
CYP1A2-ANFでは、CYP1A2-7ERよりも距離が近く、170 ns以降は、平均 2.85 Åの距
離を保っていることがわかった（Figure III-4-13B）。CYP1A2-ANF-WAT においては、
Ser126からArg456までの距離は2.6~6.0 Åで大きく変動していることがわかった（Figure 
III-4-13C）。最後に、Asp128 から Arg456 までの距離については、CYP1A2-7ER では、
平衡構造が得られた 170 ns 以降は平均 3.14 Åの距離を保っており、相互作用が存在し
うると考えられた（Figure III-4-14A）。CYP1A2-ANFにおいても、170 ns以降の平均距
離は 2.82 Å であり、Asp128 と Arg456 の間に十分な相互作用が存在すると考えられた
（Figure III-4-14B）。一方で、CYP1A2-ANF-WATでは、200 nsから 500 nsで Asp128か
ら Arg456までの距離が 2.5~6.7 Åの範囲で変動しており、500 nsの MDシミュレーショ
ンを終えたあとでも距離が定まらないことがわかった（Figure III-4-14C）。以上から、
Arg456と Lys106、Ser126、Asp128との相互作用についてまとめると、CYP1A2-7ERで
は Arg456と Lys106、Asp128 との間には十分な相互作用があると予想された。このこと
から、CYP1A2-7ERにでは Lys106と Asp128との相互作用により Arg456の側鎖が固定
されるため、Arg456 とヘムの間に十分な相互作用が存在したと考えられた。それに対
し、CYP1A2-7ERにおいて、Arg456と Ser126 との間に相互作用は見られなかったが、
















測された結晶水は CYP1A2 と ANFの複合体形成において必須ではない可能性が示唆さ





























Figure III-4-1. Crystal structure of CYP1A2 complex with ANF (PDB ID: 2HI4) (A) overall 
structure (B) The enlarged figure of the active site. Heme, ANF, and Gly316 were shown in ball 











Figure III-4-3. RMSDs of (A,B) CYP1A2-7ER, (C,D) CYP1A2-ANF, and (E,F) 
CYP1A2-ANF-WAT. The RMSDs for the main chain atoms are shown in left and the RMSDs 






Figure III-4-4. Optimised complex structure with 7-ethoxyresorufin after MD simulation. (A) 
The overall structure. (B) Heme and 7ER in the active site. The substrate and heme was drawn 
in ball and stick diagram. BC loop, F and I helices were shown in black and the other resion was 




Figure III-4-5. Distance from heme iron to the carbon of the catalytic site for 7ER during 200 ns 





Figure III-4-6. Optimized structures of (A) CYP1A2-7ER, (B) CYP1A2-ANF, and (C) 
CYP1A2-ANF-WAT. Water molecules were circled. Residues involved in the hydrogen bonds 






Figure III-4-7. Diagram of hydrogen bonds network in the active sites of (A) CYP1A2-7ER, (B) 







Figure III-4-8. Superposition of root mean square fluctuations of the cα carbon atom of 
CYP1A2-7ER (blue) with (A) ligand-free CYP1A2 (magenta), (B) CYP1A2-ANF (magenta), 












Figure III-4-10. Distance between the nitrogen atom of Arg456 and the oxygen atom of 






Figure III-4-11. Optimized structures of (A) CYP1A2-7ER, (B) CYP1A2-ANF, (C) 
CYP1A2-ANF-WAT. Residues interacting with Arg456, Lys106, Ser126, and Asp128 were 





Figure III-4-12. Distance from the nitrogen atoms (NH2) of Arg456 to the oxygen atoms of 







Figure III-4-13. Distance from the nitrogen atoms (NH2) of Arg456 to the oxygen atoms of 







Figure III-4-14. Distance from the nitrogen atoms (NH2) of Arg456 to the oxygen atoms of 






























本節で研究対象とした遺伝子変異型 CYP1A2 を Table III-5-1 に示す。 
 
Table III-5-1. Wild-type and mutant CYP1A2 used for prediction of complex structures with 
7-ethoxyresorufin and the experimentally determined enzymatic activities [36]. 





CYP1A2*1 CYP1A2.1 − Normal 200 
CYP1A2*4 CYP1A2.4 Ile386Phe N. D. 
b)
 100 
CYP1A2*6 CYP1A2.6 Arg431Trp N. D. 
b)
 150 
CYP1A2*8 CYP1A2.8 Arg456His N. D. 
b)
 100 
CYP1A2*11 CYP1A2.11 Phe186Leu Decreased 100 
CYP1A2*13 CYP1A2.13 Gly299Ser Normal 100 
CYP1A2*14 CYP1A2.14 Thr438Ile Increased 100 
CYP1A2*15 CYP1A2.15 Pro42Arg Decreased 150 
CYP1A2*16 CYP1A2.16 Arg377Gln N. D. 
b)
 100 
a) 7-ethoxyresorufin O-deethylation activities 
b) not detectable  








遺伝子変異型 CYP1A2の中には 100 ns 以上の MDシミュレーションを行ったものもあ
るが、条件を統一させるため 0~100 ns の MD トラジェクトリを用いた。ドッキングの
操作としては、まず 100 nsの MDトラジェクトリから 5 ns 毎に 21個の構造を抽出して
初期構造の候補とした。これらに対し、7ERを基質として GOLDでドッキングを行い、
それぞれ 10 個ずつドッキングポーズを得た。そのなかから、7ER の酸化部位であるエ
トキシ基がヘムに近く、かつドッキングスコアが最も高いものを複合体構造の初期構造
とした。それぞれの複合体に対して、300 Kの定圧下、100 ns 以上の MDシミュレーシ
ョンを行った。ドッキングプログラムには GOLD 5.2.2 [114]を用い、それ以外の計算条
件は第 III-3 節における計算方法と同じ条件を用いた。 
MD シミュレーションにより予測されたそれぞれの複合体の三次構造を評価するた




ため、Cα 原子の RMSF を算出した。RMSF 計算の参照構造には、MD トラジェクトリ




野生型である CYP1A2.1 と 7ERとの複合体は 200 nsの MDシミュレーションによっ
て、酵素反応に矛盾しない立体構造を得ることができた。一方で、遺伝子変異型 CYP1A2
と 7ER との複合体については、CYP1A2.4、CYP1A2.8、CYP1A2.11、CYP1A2.13、
CYP1A2.14、CYP1A2.16 の 6種類には 100 ns の MDシミュレーションを、CYP1A2.6と
CYP1A2.15 の 2種類には 150 ns の MDシミュレーションを行った。これら 8種類の遺
伝子変異型 CYP1A2複合体の RMSDを Figure III-5-1 に示す。また、それぞれの MDト
ラジェクトリを用いて、ヘム鉄から 7ER のエトキシ基の酸化部位炭素までの距離を測
ったものを Figure III-5-2 に示す。加えて、MDシミュレーション後に算出した RMSFを
Figure III-5-3 に示す。 
CYP1A2.4 と 7ER複合体については、100 nsの MDシミュレーションにより、 
タンパク質とリガンド共に、RMSD が収束していた（Figure III-5-1A）。このことから、
CYP1A2.4 と 7ERの複合体は平衡構造が得られたと考えられた。CYP1A2.4 は活性の低
下が報告されている変異体であるが、ヘム鉄から 7ER の酸化部位までの距離も 4~6 Å
であり、酵素反応の進行に有利な構造であると考えられた（Figure III-5-2A）。加えて、






存在する。けれども、野生型である CYP1A2.1 と 7ER の複合体においては、基質認識
に働く残基は Asp320と Thr498であったため、基質認識において働く残基に違いが見ら
れる（第 III-4 節 Figure III-4-6A）。このような違いが生じた原因として、CYP1A2.4 の変
異である Ile386Phe が活性部位に空間的に近いことが考えられる（第 III-3 節 Figure 



















CYP1A2.6 複合体には 150 nsの MDシミュレーションを行った。その結果、タンパク
質とリガンドの RMSDが収束しており、平衡構造が得られたものと考えられた（Figure 
III-5-1B）。ヘム鉄から酸化部位のエトキシ基炭素までの距離は平衡構造が得られた
130~150 nsの間で平均 5.47 Åであった（Figure III-5-2B）。CYP1A2.1と 7ER複合体の距
離は平均 4.68 Å であったため、ヘム鉄から酸化部位までの距離がやや離れていること
がわかった。さらに、CYP1A2.6 複合体の MD シミュレーション後の最適化構造では、
7ERのカルボニル基酸素と Gへリックスの Asn257が水素結合を形成していることがわ
かった（Figure III-5-8A）。7ERと Asn257 の間に形成された水素結合の出現率を、平衡
構造が得られている 130-150 ns の MDトラジェクトリを用いて求めたところ、83 %の
確率で水素結合が形成されていることがわかった。野生型である CYP1A2.1 複合体にで
は Asp320と Thr498との間に水分子を介して 41 %の確率で水素結合が形成されていた。
そのため、CYP1A2.6複合体における 81 %という頻度は野生型に比べてかなり高く、7ER
が活性部位に強く結合していることが考えられる。Asn257との水素結合は、CYP1A2.6
だけでなく、CYP1A2.15複合体や CYP1A2.16複合体においても存在した（Figure III-5-8B 
and III-5-8C）。CYP1A2.15 複合体と CYP1A2.16 複合体はそれぞれ 150 ns、100 nsの MD
シミュレーションを行った。これらの複合体についてもリガンドとタンパク質の RMSD
が収束していることから、平衡構造が得られていると考えられた（Figure III-5-1G and 
III-5-1H）。CYP1A2.15 複合体と CYP1A2.16 複合体についても Asn257 と 7ER の間の水
素結合を最後の 20 nsで求めると、CYP1A2.15 複合体において 81 %、CYP1A2.16 複合
体において 70 %といずれも高いことがわかった。さらに、MD トラジェクトリの最後
の 20 nsでヘム鉄から酸化部位の炭素までの距離を調べたところ、CYP1A2.15 複合体で
は 6.29 Åと距離が離れていることがわかった（Figure III-5-2G）。CYP1A2.16 複合体にお
いては MDシミュレーション開始直後から 10 Åを超えており、酵素反応が起こり得な





る。CYP1A2.6、CYP1A2.15、CYP1A2.16 の三つの複合体について Asn257 以外の周辺残
基との相互作用を調べると、Phe260 が 7ER の芳香環と π-π 相互作用をしている可能性
が示唆された。例として、CYP1A2.16 複合体の MD シミュレーション後の最適化構造
を Figure III-5-9 に示す。Phe260は Gへリックスに存在する残基であり、Phe260による
相互作用は野生型である CYP1A2.1 複合体では存在しなかった。また、野生型において
見られた Phe226 との相互作用は存在していたが、Phe319 からの距離は離れていた。
Ph260による相互作用も、CYP1A2.6 と CYP1A2.15、CYP1A2.16 の複合体における特殊
な 7ER の配向に寄与していると考えられた。これら三つの複合体の中で、CYP1A2.16
複合体では 7ER からヘムまでの距離が特に離れている。その原因として、CYP1A2.16
複合体では Ile386 の側鎖が 7ER のエトキシ基がヘムに近づくことを妨げている可能性
が考えられた（Figure III-5-9）。野生型の CYP1A2.1複合体にでは Ile386は活性部位のす
ぐそばに存在するが、その側鎖は 7ER のエトキシ基のアルキル部分と疎水性の相互作











の複合体について RMSFを求めたところ、CYP1A2.1 複合体の RMSFとは異なっている
ことがわかった。CYP1A2.1 複合体の RMSF に比較すると、CYP1A2.6 複合体において
は、CDループの Ser156 で 0.75 Å、C末端ループの Lys487で 1.14 Å高いことがわかっ
た（Figure III-5-3B）。加えて、CYP1A2.15 複合体においては、Gly102 において 1.00 Å
高く（Figure III-5-3G）、CYP1A2.16複合体においては、Ser212において 2.02 Å高かっ












えにくい。以上から、CYP1A2.6 複合体、CYP1A2.15 複合体、CYP1A2.16 複合体におい
ては、アルギニンの変異により周辺残基との水素結合が大きく変わったことが、複合体
形成や動的性質に差異をもたらした一番の原因であると考えられた。 
CYP1A2.8複合体は 100 nsのMDシミュレーションにより平衡構造が得られた（Figure 
III-5-1C）。CYP1A2.8複合体の MDシミュレーション後の最適化構造では 7ERの酸化部
位であるエトキシ基はヘム鉄の方に向いており、酵素反応に有利な複合体構造であると
考えられた（Figure III-5-10）。しかし、その MDシミュレーション後の CYP1A2.8 複合
体の最適化構造では、7ERと水素結合を形成している残基が存在しなかった。このこと
は、CYP1A2.8 複合体の構造は 7ER を基質として認識できない可能性を示唆している。
また、CYP1A2.8 複合体の構造柔軟性については Ser156の RMSFが CYP1A2.1 複合体に
比べ 1.61 Å高い（Figure III-5-3C）。CDループはヘムと相互作用のある Cへリックスに
続くループであるので、CD ループの構造柔軟性の変化は、レドックスパートナーとの
相互作用に影響があるのではないかと考えられた。野生型の CYP1A2.1 と 7ER との複










構造として 100 ns の MD シミュレーションを行ったところ、タンパク質とリガンドと
もに RMSD が収束しており、複合体構造の平衡状態が得られたと考えられた（Figure 
III-5-1D）。しかし、MDシミュレーション後の最適化構造では 7ERの配向が初期構造か
ら大きくずれて、エトキシ基からヘムまでの距離が離れていることがわかった（Figure 
III-5-13）。CYP1A2.11 複合体で 7ER が特異的な配向となった原因としては、Asn312 が
7ERと相互作用することで安定化に寄与していると考えられた。また、MDトラジェク
トリの全体で、ヘムからエトキシ基までの距離を測ったところ、その距離は MDシミュ










の 100 ns のトラジェクトリを用いて作成している。基質非結合型の CYP1A2.11 は平衡
構造を得るまでに 175 ns の MD シミュレーションを必要とした。そのため、そのうち




CYP1A2.13複合体はタンパク質の RMSDが 100 nsの MDシミュレーションを行って
も上昇を続けており、平衡構造を得ることができなかった（Figure III-5-1E）。CYP1A2.13
複合体は、活性が野生型に比べ 70 %保持していることが報告されている  [36]。
CYP1A2.13 複合体の初期構造作成で 7ER を基質にドッキングを行った際には、7ER の
エトキシ基がヘム鉄の方に向いており、酵素反応に矛盾しない複合体構造が得られてい
た（Figure III-5-14）。しかし、この CYP1A2.13 と 7ER複合体について構造最適化と MD
シミュレーションを行ったところ、基質の配向が初期構造と大きく異なっていることが











CYP1A2.14 複合体には 100 nsの MDシミュレーションを行った（Figure III-5-1F）。そ
の結果、タンパク質とリガンドの RMSD が収束していたため、平衡構造が得られたと








と Gly316 が基質認識において働くと考えられた。野生型である CYP1A2.1 複合体にお
いても Iへリックスの Asp320 と、BC ループの Thr124 が基質認識に関与しる可能性が
示唆されたため、CYP1A2.14 複合体の基質認識は野生型に似ていると考えられた。さ













性が示唆された。CYP1A2.16 複合体では活性部位内の 7ER がヘムから大きく離れ、酵
素反応が起こりにくい構造となっていることが示唆された。また、CYP1A2.16 複合体
の活性部位では基質とヘムの間に水分子が存在しており、7ERの代謝反応が水分子によ

















Figure III-5-1. RMSDs for the complex of mutant CYP1A2 with 7ER. (A) CYP1A2.4 (B) 
CYP1A2.6 (C) CYP1A2.8 (D) CYP1A2.11 (E) CYP1A2.13 (F) CYP1A2.14 (G) CYP1A2.15 
(H) CYP1A2.16. The RMSDs for protein were shown in left column and the RMSDs for ligand 











Figure III-5-2. Distance from heme iron to the carbon of the catalytic site for 7ER in the 
complex structures for (A) CYP1A2.4, (B) CYP1A2.6, (C) CYP1A2.8, (D) CYP1A2.11, (E) 




Figure III-5-3. Superposition of root mean square fluctuations of the cα carbon atom of 
CYP1A2.1 complex (blue) with mutant CYP1A2 complex (magenta). (A) CYP1A2.4, (B) 
CYP1A2.6, (C) CYP1A2.8, (D) CYP1A2.11, (E) CYP1A2.13, (F) CYP1A2.14, (G) 
CYP1A2.15, (H) CYP1A2.16. Amino acid residues which have higher flexibilities over 0.6 Å 






Figure III-5-4. Optimized structure of CYP1A2.4 complex. Water molecule was circled. 








Figure III-5-6. Comparison of the phenylalanines around the active site of CYP1A2.1 complex 




Figure III-5-7. Comparison of the 386
th
 residues and phe125 in CYP1A2.1 complex (left) and 






Figure III-5-8. Optimized structure of (A) CYP1A2.6 complexe, (B) CYP1A2.15 complex, (C) 





Figure III-5-9. Optimized structure of CYP1A2.16 complex. Water molecules were circled. 












Figure III-5-11. Optimized structure of CYP1A2.8 complex with 7ER. Residues surrounding 
His456, Lys106, Ser126, and Asp128 were labeled. Hemes, Lignds, and Residues were shown 




Figure III-5-12. Initial structure of CYP1A2.11 complex obtained after docking. (A) overall 












Figure III-5-14. Initial structure of CYP1A2.13 complex obtained after docking. (A) overall 



































としたタンパク質は、第 III-3 節において得られた基質非結合型の CYP1A2 の構造と、
第 III-4 節において得られた CYP1A2と 7ERの複合体構造から選択した。まず、基質非
結合型の CYP1A2の 100 ns の MDトラジェクトリから、5 ns毎に 21個の構造を抽出し
た。さらに、CYP1A2と 7ERとの複合体の 200 nsの MDトラジェクトリから 10 ns毎に











































Figure III-6-1. Initial structure of CYP1A2 complex with flutamide obtained after docking. (A) 
the overall structure, (B) the enlarged view of flutamide and heme, and (C) the enlarged view 




Figure III-6-2. Complex structure CYP1A2 with flutamde obtained after temperature-increasing 




































用している可能性があることを示した。第 III-5 節では、遺伝子変異型 CYP1A2と 7ER
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